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概    要  
細胞膜上に存在する膜タンパク質の機能は、周囲の脂質分子との相互作用によって影響されることが
知られている。本研究では、膜タンパク質機能に対する細胞膜脂質の効果について、一分子機能計測が
可能なイオンチャネルタンパク質を用い、詳細な解析を試みた。用いた KcsA カリウムチャネルは、フ
ォスファチジルグリセロール（PG）がイオン輸送活性に必要なことが明らかにされている。今回、膜の
両側の組成が異なる様々な非対称脂質二重膜を作成し、そこに KcsA チャネルを埋め込んで単一チャネ
ル電流を計測した。PG の存在により KcsA チャネルの開確率が著しく上昇すること、さらに、これまで
の有力仮説に反し、PG は膜の細胞質面から KcsA に作用していることが明らかになった。今後、脂質作
用部位の特定を進め、脂質効果の具体的なメカニズムを明らかにしたい。 
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我々の細胞は脂質二重膜からなる細胞膜に包ま
れているが、膜を構成する脂質組成は細胞種ごと
に大きく異なる。そして、細胞膜に埋め込まれた
膜タンパク質は、周囲の脂質環境によって機能や
活性が調節されることが知られている。膜タンパ
ク質は情報伝達や恒常性の維持など細胞にとって
根源的な機能を司っており、細胞膜脂質はその機
能を補う重要な役割を担っていると言える。しか
し、膜タンパク質が脂質から受ける定性的な影響
は認識されているが、具体的な作用メカニズムに
ついては、現在においてもほとんど明らかにされ
ていない。以前は困難であった膜タンパク質の結
晶構造解析が急速に進み、構造と機能を関連させ
る研究が主流となりつつある。だがその多くの場
合、細胞膜脂質効果の考慮が不十分、または全く
取り入れられていないのが現状である。 
本研究では、膜タンパク質の構造‐機能連関を
正しく理解するには、細胞膜脂質効果の具体的な
メカニズムを明らかにする必要があると考えた。
そこで、最も普遍的に存在する膜タンパク質、イ
オンチャネルタンパク質を用い、効果の実態を詳
細に解析することを目的とした。イオンチャネル
は、細胞膜を介して電荷を持ったイオンを輸送す
るという機能上の特徴から、電流計測によって一
分子レベルで機能の状態を観測することが可能で
ある。また、様々な脂質組成を持った人工細胞膜
の作成法もこれまでに確立されている。本研究で
は特に、膜の両側の脂質組成が異なる非対称脂質
二重膜も用い、イオンチャネル周囲の脂質環境を
きめ細かく制御し、機能への影響を評価する。さ
らに、イオンチャネルに対する網羅的な解析を通
じ、本研究結果を他の膜タンパク質に対しても適
用する可能性を探りたい。 
 
 
①方法 
1.試料調製 本研究ではKcsAカリウムチャネルを
測定試料とした。KcsA チャネルはイオンチャネル
に共通したコア構造のみを持つ構造解析の最も進
んだチャネルで、構造‐機能連関の研究対象とし
て、これまでに多数の研究手法がこのチャネルに
投入されてきた。まず pQE82 ベクタ （ーQiagen 社）
に組み込んだ KcsA チャネル遺伝子を大腸菌
BL21(DE3)pLysS 株に導入し、IPTG による発現誘導
を行った。大腸菌細胞膜分画を調製し、界面活性
剤ドデシルマルトシドによる可溶化後、アフィニ
ティーカラム精製によって高純度KcsAチャネル試
料を得た。単一チャネル電流測定には、精製後の
KcsA チャネル試料を透析法によって各種リン脂質
のプロテオリポソームに組み込んで用いた。 
2.単一チャネル電流計測 脂質平面膜法により単
一 KcsA チャネル電流を測定した。脂質平面膜は、
測定チェンバーを２つに仕切るテフロンシートの
小孔（直径約 100 µm）に作成した。膜の両側が同
一のリン脂質から成る対称膜（図 1 左側）はペイ
ンティング法、両側のリン脂質組成が異なる非対
称膜（図 1 右側）は張り合わせ法で作成した。一
方のチェンバーにKcsAを組み込んだプロテオリポ
ソーム溶液を少量添加して撹拌し、膜融合によっ
て KcsA チャネルを脂質平面膜に移行させた。KcsA
チャネルは細胞質側 pH の低下で活性化するため
（pKa約5）、一方のチェンバーの溶液のpHを4.0、
他方を 7.5 とし、常に一方向に配向したチャネル
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のみから選択的にシグナルが得られるようにした。 
 
②結果 
1.単一KcsAチャネル電流のリン脂質依存性 KcsA
チャネルのイオン輸送活性には、陰イオン性リン
脂質のフォスファチジルグリセロール（PG）が必
要であることが明らかにされている。そこで、対
称膜中での単一チャネル電流を指標に、リン脂質
の効果を検討した。その結果、KcsA チャネルは PG
のみならず、他の陰イオン性リン脂質（PS や PA）
膜においても、90％程度の高い開確率を示した。
一方、電気的に中性の PC 膜、陽イオン性の EPC 膜
中では、開確率が 10分の 1以下に大きく低下した。
これらの膜中ではコンダクタンス（開チャネル内
のイオンの通り易さ）も減少したが、その度合い
は開確率の減少程ではなかった。よって、陰イオ
ン性リン脂質の主要な効果は開確率の上昇、つま
り、チャネルの開閉遷移に伴う構造変化に直接関
わるものであった。 
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図 1．様々な膜における KcsA 単一チャネル電流 
 
2.非対称脂質二重膜を用いたリン脂質作用部位の
模索 結晶構造解析によって、KcsA チャネル膜貫
通部位の細胞外側寄り（二重膜の外葉部分）に結
合した PG が見つかっており（図 2）、この PG が脂
質効果に関与すると考えられている。この仮説を
検証し、陰イオン性リン脂質の KcsA チャネルに対
する具体的な作用メカニズムを明らかにするため、
様々な非対称脂質二重膜中で単一チャネル電流を
解析した。その結果、驚くべきことに、KcsA チャ
ネルは脂質二重膜の外葉が PG であっても、内葉が
PC であれば低い開確率しか示さなかった。逆に、
内葉が PG であれば、外葉が PC でも高い開確率を
示した(図 1)。これらの結果は、これまで有力とさ
れてきた仮説では全く説明できないものであった。 
 
③まとめ 
 KcsA チャネル活性に対する脂質効果を単一チャ
ネル電流レベルで解析した。 
 陰イオン性リン脂質の存在がチャネル開確率を
著しく上昇させることを明らかにした。 
 陰イオン性リン脂質は、これまでの仮説に反し、
内葉で KcsA チャネルに作用していることを、非
対称脂質二重膜の実験から突き止めた（図 2）。 
 
④今後の展望 
本研究結果は、KcsA チャネルに対する脂質の作
用メカニズムの新たな仮説を提唱するものであっ
た(図 2)。今後、作用部位をさらに精度良く解明す
べく、部位特異的にアミノ酸置換した KcsA チャネ
ルを用いて網羅的に解析を行っていきたい。 
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